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La presente Invention est relative a un precede biologique de 
decontamination des mycotoxines presentes dans un produit alimentaire liquide par 
adsorption de celles-ci sur des fibres vegetales insolubles, a un precede brassicole 
comportant au moins une &ape de decontamination selon ce precede, ainsi qu'aux 
i produits alimentaires au moins partiellement detoxifies susceptibles d'etre obtenus en 

mettant en aeuvre un tel proc6d6. 

^importance de l'innocuite des aliments pour la securite alimentaire 
a 6te largement reconnue, en particulier par les divers gouvernements qui ont participe 
en 1992 a la Conference mtemationale sur la Nutrition {"International Conference on 
0 Nutrition") qui s'est deroulee a Rome (Italie) et en 1996 au Sommet Mondial sur 
l'Alimentation {"World Food Summit') de Rome (Italie). La qualite et la securite des 
aliments peuvent fibre menacees par un grand nombre de facteurs, y compris par la 
presence de toxines naturelles. 

En effet, parmi la longue liste de toxines pouvant naturellement se 
1 5 retrouver dans les produits d'alimentation courante, les mycotoxines representent une 
categorie tres jmportante qui figure parmi les plus etudiees dans la mesure ou leur 
ubiquity et leurs effets ndfastes sur la sante humaine et animale provoquent une 
inqui6tude gendrale (FAO, 1999, "Preventing Mycotoxin contamination", Publication 

n°23, Rome, Italie, p 55). 
20 Les produits agricoles sont les cibles potentielles de ravageurs et de 

maladies. lis portent une flore microbienne variable et nombreuse comprenant 
principalement des bacteries, des levures et des cnampignons filamenteux. Leur 
presence peut notamment provoquer une d6terioration de la qualite des produits 
agricoles, allant parfois jusqu'a leur destruction pure et simple. 

25 Parmi ces microorganismes, les champignons filamenteux sont 

responsables de la production des mycotoxines, qui s'observe au cours de la croissance 
des produits agricoles dans les champs ou bien au cours de leur stockage dans des 
conditions propices dTiumidite et de temperature. Les principaux genres de 
champignons {fungi) producteurs de mycotoxines sont Penicillium, Fusarium, 

30 Aspergillus et Alternaria. 
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Les mycotoxines sont des metabolites secondaires de composition 
chimique trds variable, mais en g6n6ral de faible poids moteculaire. Leurs effets 
n6fastes sur la sant6 humaine, qu'ils soient aigus ou chroniques, sont aussi trfcs varies. 
Leurs cibles sont principalement les reins, le foie, le tractus gastro-intestinal et les 

5 syst&nes nerveux et immunitaires. A ce jour, environ cinq cents mycotoxines ont 6t6 
d6couvertes et leur nombre ne cesse d'augmenter au fur et k mesure que la recherche 
avance. Toutefois, seule une vingtaine sont bien identifies comme une menace r6elle 
pour la s6curit6 alimentaire. Parmi les diffiSrentes families de mycotoxines rencontr6es 
dans les produits alimentaires, on peut notamment citer les Aflatoxines (AFLA) 

10 compos6es des aflatoxines Bj, B 2 , G { et G 2 , l'Alternariol, la Fumonisine (FB), 
l'Ochratoxine A (OTA), la Patuline (PAT), les Trichotomies dont la Vomitoxine, la 
St6rigmatocystine et la Z6aral6none (ZEA). En fonction de leur nature, ces 
mycotoxines peuvent avoir des effets n6fastes divers sur la sant6 humaine ou animale ; 
elles peuvent notamment Stre h6pato et immunotoxiques, carcinog&ies, t6ratogdnes, 

15 neurotoxiques, n6phrotoxiques, ou bien encore entralner des troubles digestifs ou des 
h6morragies. 

Les principales denr6es alimentaires susceptibles d'etre contamintes 
par les mycotoxines sont les c&6ales, les noix, les fruits sees, le cafS, le cacao, les 
epices, les graines ol6agineuses, les pois et les feves, ainsi que les fruits. Leurs 

20 produits d6riv6s peuvent done 6tre contamin6s, suivant la stability de la toxine au 
cours du processus de transformation. H en r&ulte que ces mycotoxines, et notamment 
TOTA, peuvent Stre transmises k de nombreux produits de consommation courante 
tels que le vin, la bfere, le pain et les produits d6riv6s du caf6 et du cacao (Abarca ML. 
et al, J. Food Prot, 2001, 64(6), 903-906 ; Walker R., Adv. Exp. Med. Biol., 2002, 

25 504, 249-255). H existe 6galement un risque non n6gligeable de contamination 
secondaire via diff6rentes denrSes d'origine animale telles que la viande, le lait, les 
oeufs et les fromages (Pittet A., Revue M6d. V6t, 1998, 149, 479-492). 

La contamination des produits alimentaires liquides pr6par6s k partir 
de grains ou de fruits, par les mycotoxines est un sujet d'inqui&ude croissant pour les 

30 industriels de l'agro-alimentaire et en particulier pour les brasseurs. En effet, 
l ! am61ioration des outils de d6tection et de quantification a permis de mettre en 
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lumiere la presence de diverses mycotoxines dans la Were (voir notamment Scott P.M. 
et al., Food Addit. Contam., 1995, 12(4), 591-598 ; Scott P.M., J AOAC Int., 1996, 
79(4), 875-882) et Scott P.M. et al, J AOAC Int., 1997, 80(6), 1229-34. Au cours du 
processus brassicole, une certaine degradation des mycotoxines a lieu mais les 

5 donnees sont variables et lacunaires ; une disparition totale des toxines est rarement 
atteinte. La presence de mycotoxines, et en particulier d'OTA, dans la btere a ete 
recensde dans de nombreuses etudes (voir notamment Particle de Nakajima M. et al, 
J. AOAC Int, 1999, 82, 897-902). Les concentrations trouvSes sont generalement 
faibles et souvent en dessous de la limite proposee de 0,2 ug d'OTA/1 de biere. 

10 Cependant, de fortes concentrations sont parfois detectees et une consommation 
assidue peut provoquer un depassement de la dose journaliere acceptable (DJA) 
(Stettner G., 2001, Nachweis und Verhalten von Deoxynivalenol und Ochratoxin A 
wahrend der Bierbereitung. Lehrstuhl fir Technologie der Brauerei II, Technische 
Universitat Munchen, Deutschland). De plus, un certain nombre de gouvemements, de 

15 plus en plus conscients des probtemes U6s aux mycotoxines, sont sur le point de 

16giferer h ce sujet. 

II existe par ailleurs un tres grand nombre d'articles s'interessant h ce 
problfeme au niveau planetaire parmi lesquels on peut notamment citer ceux de Wolf- 
Hall CE. et al., Adv. Exp. Med. Biol., 2002, 504, 217-226 ; Tangni E.K. et at., Food 
20 Add. Contam., 2002, 19(12), 1 169-1 179 et Odhav B. et al, Food Add. Contam., 2002, 
19(1), 55-61. 

Les mycotoxines sont des composes tr6s stables et r6sistants k la 
majorite des processus de transformation des produits agro-alimentaires. Par 
cons6quent, et compte tenu de leurs effets n6fastes sur la sant6, il est de la plus grande 
25 importance de pouvoir disposer de moyens efficaces permettant : 

- soit de prevenir la contamination des produits alimentaires, 

- soit de les d6contaminer avant et/ou apr6s leur transformation. 

La premiere approche n'est pas toujours r6alisable compte tenu des 
conditions de culture ou de stockage des matures premieres. La deuxteme approche 
30 doit done Stre mise en ceuvre au niveau industriel et divers procedes physico- 
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chimiques ou biologiques ont d$k ete proposes dans ce sens. Ces proc6d6s de 
decontamination peuvent 6tre classes en deux grandes categories : 

1) la premiere cat6gorie consiste k degrader les toxines en des 
produits moins toxiques ou non toxiques afin que leur ingestion soit moins 

5 pr6judiciable k l'organisme ; 

2) la seconde categorie consiste k utiliser des adsorbants afin de 
retenir, au moins en partie, les mycotoxines. Ces adsorbants sont soit utilises au cours 
de la fabrication des produits alimentaires afin que les produits finis destines k Stre 
consommes contiennent la plus faible quantite possible de mycotoxines r&iduelles, 

10 soit ajout£s aux aliments consomm6s pour en diminuer la biodisponibilite. Cette 
elimination est g6n6ralement r£alis£e au moyen de materiaux aptes k filtrer ou k 
adsorber les mycotoxines de fa9on k en diminuer la disponibilite. 

Parmi les documents de l'art ant6rieur decrivant des proc6d6s de 
filtration, on peut notamment citer le brevet am£ricain US 5,248,382 qui d6crit une 

15 methode pour rSduire le taux de mycotoxines dans les jus de fruits, et en particulier le 
taux de patuline, au moyen d'une filtration sur une r6sine microporeuse capable de 
retenir la patuline par ch6misorption et dans laquelle le diamfetre des pores est infSrieur 
k 20 Angstrom. Bien qu'efficace, cette m6thode pr6sente rinconv£nient de mettre en 
oeuvre un materiel sp6cifique et cotlteux. 

20 Dans les nombreux documents de Tart anterieur decrivant des 

proc6d6s appartenant k cette seconde categorie, les mycotoxines sont eiiminees par 
Taction d'adsorbants gen6ralement inorganiques tels que les phyllosilicates comme les 
argiles et les aluminosilicates sodiocalciques hydrates (HCSAS), les charbons actifs et 
certains polymdres spetiaux. Dans ce domaine, on peut notamment faire reference : 

25 - k la demande de brevet allemand DE 3 810 004 concernant 

Tutilisation de bentonites ; 

- k l'article de Arimoto-Kobayashi S et aL, Mutat Res., 1997, 
381(2), 243-249 divulguant la capacite detoxifiante d'un materiel mixte k base de 
chlorophylle, de polyglucosamine et de chitosan vis-i-vis de Taflatoxine ; 
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- a la demande interaationale WO 02/052950 concemant utilisation 
d'une poudre adsorbante a base de zeolite renfermant plus de 80 % d'un melange de 
clinoptilotite et d'heulandite et un compose ammonium quaternaire a chalne grasse ; et 

- a la demande intemationale WO 02/40150 qui decrit Utilisation de 
silicates lamellaires actives par de l'acide pour l'adsorption des mycotoxines. 

II existe aussi des methodes mettant en oeuvre des precedes de 
decontamination biologique. Dans ce domaine, on peut notamment citer la demande 
intemationale WO 98/34503 qui decrit une methode de traitement de produits 
biologiques contamines par des mycotoxines dans laquelle le produit contamin6 est 
mis en contact avec des bacteries lactiques ou propioniques. 

L'ensemble de ces precedes ne peut cependant pas toujours Stre 
utilise pour la detoxication des produits alimentaires au niveau industriel dans la 
mesure ou ils ne sont pas en totale adequation avec les imperatifs de cout, de 
conservation des proprietes de Miment et d'innocuite des produits de degradation 
gdneres au cours de ces procedes. Par ailleurs, les adsorbants actuellement disponibles 
sur le marche peuvent causer une certaine perte de nutriments au sein du produit . 
alimentaire final ou bien leur mauvaise utilisation metabolique. 

II existe done un reel besoin de mise au point d'un precede de 
detoxication directement applicable aux produits alimentaires liquides issus de grains 
ou de fruits notamment et en particulier au processus brassicole. 

Les Inventeurs se sont donn6s pour but de pourvoir a .un precede 
biologique de detoxication de milieux alimentaires liquides permettant de remedier a 
l'ensemble de ces inconvenients, et qui soit facilement et directement appUcable a la 
d&oxication de produits alimentaires et en particulier a la bi£re. 

A cette occasion, les Inventeurs ont mis en evidence, de facon 
surprenante, que l'adsorption des mycotoxines sur des fibres vegetales insolubles 
permet de decontaminer des milieux aUmentaires liquides et par voie de consequence 
d'eiiminer de facon significative les mycotoxines susceptibles d'etre presentes dans les 
produits alimentaires en d6rivant. 

Ce ph6nomene est a la base de la presente Invention. 
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La pr&ente Invention a done pour objet un proc6d6 biologique de 
decontamination des mycotoxines dans un milieu alimentaire liquide, caract6ris6 par le 
fait qu'il comprend au moins les etapes suivantes : 

- l'adsorption d'au moins une partie des mycotoxines susceptibles 
5 d'etre pr6sentes dans le milieu alimentaire liquide k d6contaminer par mise en contact 

dudit milieu avec des fibres v6g6tales insolubles, et 

- ^elimination desdites fibres sur lesquelles les mycotoxines sont 

adsorbfes. 

Le proc6d6 biologique conforme k la pr6sente Invention est base sur 
10 Veffet adsorbant des fibres v6g6tales insolubles vis-i-vis des mycotoxines. II apporte 
une solution particuliferement efficace et facile k mettre en oeuvre k moindre cofit pour 
la decontamination en mycotoxines des produits alimentaires liquides et ce 
g6n6ralement sans modification majeure des proc6d6s de fabrication habituellement 
utilises. II est en outre avantageusement directement utilisable au cours du processus 
15 brassicole pour lequel il pr£sente notamment Tavantage de faciliter T6tape de filtration 
et d*am61iorer la stability de la mousse. 

Selon une forme de realisation avantageuse du proc6d6 conforme k 
Tlnvention, les fibres v6g6tales insolubles sont choisies parmi les fibres issues : 

- de v£g£taux alimentaires tels que les c6r6ales, les tegumineuses, les 
20 plantes potagfres, les fruits y compris tropicaux, et plus g6n6ralement toute plante 

utilis^e a des fins alimentaires, 

- de v6g6taux utilises par l'industrie du papier tels que les arbres, la 
canne k sucre, le bambou et la paille de c6r6ale. 

Parmi les fibres issues de c6r6ales, on peut en particulier citer les 
25 fibres de bl6, d'orge, d'avoine, de mais, de millet, de riz, de seigle, de sorgho, et leurs 
Equivalents malt6s. 

Selon Tinvention, on entend par equivalent malte les grains genn6s 
dont la germination a ete stopp6e par un traitement thermique, puis d6barrasses de 
leurs germes. 



Parmi les fibres issues de veg&aux alimentaires autres que les 
cereales, on peut notamment citer les fibres issues des pommes, des poires, des grains 
de raisins, des graines de lupin et de soja, des tomates, des pois, du cafe, etc. 

Parmi les fibres de cereales, on preftre tout particulierement : 
5 - les isolats de fibres de ble vendus sous la denomination 

commerciale Adfimax® 95, et en particulier l'Adfimax® 95 V ("cotonneux") et 

l'Adfimax® 95 "e" (fine) ; 

- les fibres de bl6 micronisees vendues sous les denominations 

commerciales Adfimax® 50 et Adfimax® BW ; 
1Q . fibres d'orges micronisees vendues sous la denomination 

commerciale Adfimax® 76, et en particulier l'Adfimax® 76 V et l'Adfimax® 76 "m" 
(medium) ; 

- les fibres d'avoine vendues sous la denomination commerciale 

Adfimax® 82 ; 

15 . les fibres de pommes vendues sous la denomination commerciale 

Adfimax® 75 ; 

- les fibres de bambou vendues sous la denomination commerciale 

Adfimax® 98 ; 

- les fibres de pois vendues sous les denominations commerciales 

20 Adfimax® 90 et Adfimax® 56 ; 

- les fibres de lupin vendues sous la ddnomination commerciale 

Adfimax® 84 ; et 

- les fibres de soja vendues sous la denomination commerciale 

Adfimax® 80 ; 

25 toutes ces fibres etant disponibles aupres de la soctete REALDYME 

(Garancteres en Beauce, France) ; 

Selon une forme de realisation avantageuse et asrucieuse de 
l'lnvention, la ou les fibres vegetales utilisees sont choisies en fonction de la nature des 
milieux alimentaires liquides a decontaminer, c'est-a-dire parmi les fibres identiques a 
30 celles entrant dans la composition de base des milieux a decontaminer. On pourra par 
exemple utiliser de preference des fibres de pommes pour la decontamination des jus 



8 

de pommes ou bien des fibres d'orge pour la decontamination de la bifere. 

La nature des fibres utilisfees conformfement au procfedfe de 
llnvention peut fegalement fetre choisie en fonction de la nature de la ou des 
mycotoxines susceptibles d'fetre prfesentes dans le milieu alimentaire liquide k 
5 dfecontaminer. 

Ainsi, en ce qui concerne Tadsorption de POTA, on utilisera de 
preference les produits Adfimax® 95, Adfimax® 82, Adfimax® BW, Adfimax® 75, 
ou leurs mfelanges. 

En ce qui concerne Tadsorption du dfeoxynivalfenol (DON), on 
10 utilisera de preference 1* Adfimax® 95, Adfimax® 98, Adfimax® 50, Adfimax® 90, 
ou leurs mfelanges. En ce qui concerne la FB, on utilisera de prfefference T Adfimax® 
82. 

Selon une forme de rfealisation particuliferement avantageuse du 
procfedfe conforme k 1'Invention, les fibres vfegfetales sont de prfefference choisies parmi 

15 les fibres micronisfees. Les Inventeurs ont en effet constatfe que ^utilisation de fibres 
vfegfetales micronisfees permettait de multiplier par deux environ la quantitfe de 
mycotoxines adsorbfee par gramme de fibres par rapport a la quantitfe de mycotoxines 
adsorbfees sur des fibres vfegfetales non micronisfees. 

Selon cette forme de rfealisation particulifere, les fibres vfegfetales se 

20 prfesentent alors sous la forme de microparticules dont 90 % en poids prfesentent une 
taille infferieure k 100 jam, la granulomfetrie fetant mesurfee par tamisage sur un tamis A 
200 LS Air Jet Sieve commercialisfe par la socifetfe Alpine (Augsburg, Allemagne). De 
telles fibres peuvent notamment fetre prfeparfees selon le procfedfe dfecrit dans la 
demande de brevet FR 2 433 9 1 0. 

25 Selon llnvention, on prfeffere tout particuliferement utiliser des fibres 

telles que l'Adfimax® BW, qui sont des fibres de blfe micronisfees sous forme de 
microparticules dont 67 % en poids prfesentent une taille infferieure a 75 \im. 

Par ailleurs, et afin d'feviter toute absorption du milieu par les fibres 
lors de leur mise en contact avec le milieu alimentaire liquide k dfecontaminer, le 

30 procfedfe conforme a l'lnvention comprend en outre de prfefference une fetape 
prfeliminaire au cours de laquelle les fibres sont hydratfees, de prfefference a 100 %. 
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Cette hydratation prealable des fibres n'affecte pas de maniere significative leur 
potentiel d'adsorption vis-a-vis des mycotoxines. • 

Selon le precede conforme a l'lnvention, la quantite de fibres 
v6getales introduite dans le milieu liquide a decontaminer est de preference comprise 
5 ehtre 0,5 et 20 % et encore plus preferentiellement entre 1 et 5 %, ces pourcentages 
etant exprimes en poids de fibres (avant hydratation eventuelle) par litre de milieu. 

La mise en contact du milieu alimentaire avec les fibres vegetales est 
de preference r^alisee pendant une duree pouvant varier entre quelques secondes et 90 
minutes, plus preferentiellement entre 5 et 45 minutes. Les Inventeurs ont effet 
10 constate que le phenomene d'adsorption se produit tres rapidement et est irreversible a 
temperature constante au moins pendant 48 heures. 

Le pH du milieu alimentaire liquide n'est pas critique selon 
l'lnvention, cependant la mise en contact avec les fibres vegetales est de preference 
realisee a un pH acide compris entre 1,5 et 7. Lorsque le precede conforme a 
15 l'lnvention est integre a un processus brassicole, le pH du milieu alimentaire liquide.. 
est de preference compris entre 5,2 et 5,4. ; : - 

Par ailleurs, en ce qui conceme l'adsorption de l'OTA, les Inventeurs^ 
ont mis en evidence de facon surprenante que le pourcentage de mycotoxines retire du 
milieu pour une quantite donn6e de fibres vegetales insolubles, et en particulier de 
20 fibres Adfimax® BW, est multipli6 par deux environ lorsque le pH du milieu est 

compris entre 2 et 2,5. 

Le pH du milieu peut naturellement etre ajuste a la valeur desiree au 
moyen d'agents alcalinisants ou acidifiants tels que ceux habituellement utilises dans 
l'industrie agro-alimentaire. 

25 La temperature du milieu & decontaminer peut egalement avoir une 

influence sur la quantite de mycotoxines adsorbee pour une quantite donnee de fibres, 
cette quantite ayant gen6ralement tendance a diminuer au fur et k mesure que la 
temperature augmente. Ainsi, selon une forme de realisation avantageuse du procede 
conforme a l'lnvention, le milieu est maintenu a une temperature comprise entre 7 et 

30 80°C environ et de preference entre 20 et 30°C environ pendant toute la duree de la 
mise en contact. 
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Parmi les differents milieux alimentaires liquides pouvant 6tre 
decontamines selon le precede conforme a 1'Invention, on peut notamment citer la 
Were, les melanges de malt et d'eau et la maische des processus brassicoles, le vin, le 
cafe, les jus de fruits et le lait. 
5 L'elimination des fibres a la fin de la periode de mise en contact est 

de preference realisee par filtration selon les techniques connues et habituellement 
utilisees par l'Homme de Tart a cet effet. 

Le proc6de de decontamination conforme a Hhvention et tel qvfil 
vient d'etre decrit ci-dessus presente l'avantage de pouvoir etre directement int6gre au 
1 0 processus brassicole sans qu'il ne soit necessaire d'en modifier aucune des 6tapes. 

Celui-ci fait intervenir principalement trois ingredients qui sont le 
malt d'orge, l'eau et le houblon. La fabrication peut se faire de differentes manieres 
bien connues de lTiomme de l'art, mais on peut gdneralement distinguer quelques 
grandes etapes qui sont : 
15 - le maltage qui comprend la germination des grains pr6alablement 

trempes, 

- le brassage proprement dit qui repr6sente la mise en solution des 
matures solubles du malt d6ja partiellement degrades par la germination et des grains 
eras, et qui conduit h l'obtention d'une maische, 

20 - la filtration de la maische, 

- rebullition : le filtrat (egalement denomme mout), est ensuite porte 
a Ebullition pendant des dur6es variables puis refroidi, 

- la fermentation du mout et son inoculation au moyen de levures, 

- la garde : e'est le temps de maturation de la bidre variable selon les 

25 bifcres, 

- la filtration : apres sa periode de garde, la bifcre est a nouveau 
filtrde avant d'etre soutiree et conditionn6e. 

Ainsi, 1'Invention a done 6galement pour objet l*utilisation du 
precede de decontamination en mycotoxines conforme a lTnvention pour la 
30 detoxication de la biere au cours d*un processus brassicole, ledit precede brassicole 
faisant intervenir au moins une operation de filtration. 
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Cette application particuliere du procede confotme a lTnvention 
pennet non seulement de decontaminer la biere en mycotoxines mais presente les 

avantages supplementaires : 

- d'ameliorer la qualite des filtrations, en particulier celle de la 
maische, compte tenu de l'augmentation de la teneur en fibres dans le gateau de 
filtration ; 

- d'ameliorer la stabilite de la mousse et 

- de faciliter la clarification du mout au cours de la filtration et de la 

clarification. 

Llnvention a done pour objet un procede brassicole comprenant au 
moins une etape de brassage et au moins une etape de fermentation d'un mout, 
caracterise par le fait qu'il comporte en outre au moins une etape de decontamination 
en mycotoxines selon le procede decrit precedemment, ladtte etape de 
decontamination ayant lieu simultanement a l'etape de brassage et/ou apres l'etape de 

fermentation du mout. 

Selon une premiere forme de realisation de ce procede, l'etape de 
decontamination est realisee simultanement a l'etape de brassage, par mise en contact 
d'un melange de malt moulu et d'eau avec des fibres vegetales insolubles, de 
preference hydratees, Mimination desdites fibres sur lesquelles les mycotoxines sont 
alors adsorbees etant realis6e par l'etape de filtration de la maische. 

Dans ce cas, les fibres vegetales sont de preference introduces a 
raison de 1 a 20 % en poids environ par rapport au poids de malt. 

Selon une deuxieme forme de realisation de ce procede, l'etape de 
mise en contact du milieu liquide a decontaroiner est realisee apres l'etape de 
fermentation d'un mout par mise en contact du mout fermente avec des fibres 
v6g6tales insolubles, de preference hydratees, Mimination desdites fibres sur 
lesquelles les mycotoxines sont alors adsorbees etant realisee par l'etape de filtration 

du mout ferment^ (biere). 

Dans ce cas, les fibres v6getales sont de preference introduces dans 
le mout fermente a raison de 0,5 a 10 % en poids environ par rapport au poids total du 
mout 
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Enfin, Tlnvention a pour objet les produits alimentaires au moins 
partiellement d6contamin6s en mycotoxines susceptibles d'dtre obtenus par la mise en 
oeuvre du proc£d6 de decontamination conforme k Tlnvention et plus particulifcrement 
les produits alimentaires liquides d6contamin6s tels que la bifcre et les jus de fruits, 

5 ainsi que les produits alimentaires solides d6contamin£s tels que les poudres 
lyophilisdes comme par exemple le caf6, ou bien encore les produits laitiers tels que 
les yaourts et les fromages. 

Outre les dispositions qui prSc&ient, llnvention comprend encore 
d'autres dispositions qui ressortiront de la description qui va suivre, qui se r^f&re k un 

10 exemple de mise en Evidence de la capacity d'adsoiption d'OTA par des fibres 
v6g6tales insolubles et criblage pr61iminaire de diffSrentes fibres veg6tales, k un 
exemple de mise en Evidence de l'adsorption d'OTA dans un moflt brassicole, k un 
exemple d'6tude de l'effet de la temp6rature sur l'adsorption d'OTA dans un milieu 
liquide module, et k une 6tude de Timpact de Taddition de fibres v6g6tales insolubles 

15 sur le processus brassicole, k un exemple de mise en 6vidence de l'adsorption des 
aflatoxines totales par des fibres v6g6tales insolubles dans un milieu liquide module, 
ainsi qu'aux figures 1 k6 annex6es dans lesquelles : 

- la figure 1 repr6sente Involution de l'adsorption d'OTA par cinq 
fibres diflfcrentes (Adfimax® 95 y ; Adfimax® 95 e ; Adfimax® BW ; Adfimax® 76 e 

20 et Adfimax® 76 m) en milieu liquide modele contenant une concentration initiale de 
30 ng d'OTA/ml pour un volume initial de 25 ml et une dur6e de la mise en contact de 
45 minutes en fonction de la quantity de fibres en grammes par litre de milieu ; 

- la figure 2 repr6sente I'isotherme de Freundlich du log de la 
concentration en OTA adsorb6e par unit6 d'Adfimax® BW en fonction du log de la 

25 concentration en OTA r6siduelle dans le surnageant, Ceci permet d'estimer la capacit6 
d'adsorption de i'OTA et l'affinite de l'Adfimax® BW k une temp6rature de 25°C ; 

- la figure 3 repr£sente la quantity d'OTA (ng) adsorbde par gramme 
de fibres Adfimax® BW en fonction de la concentration initiale du milieu en OTA en 
ng/ml ; 

30 - la figure 4 repr6sente l'effet de la temperature sur l'adsorption 

d'OTA ou le relargage d'OTA par des fibres Adfimax® BW ; sur cette figure, les 
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barres noires represented l'adsorption d'OTA (en %) lors de la mise en contact 
directe, a differentes temperatures, des fibres avec le milieu contamine et les barres 
grises represented revolution de l'adsorption d'OTA (en %) sur des fibres 
prealablement mises en contact avec le milieu contamine au cours de la montee en 

> temperature (relargage) ; 

- la figure 5 represente la quantite de filtrat recuperee (ml) en 
fonction du temps (minutes) pour differentes doses d'Adfimax® BW ajoutees a un 
melange de malt et d'eau au cours d*un processus brassicole ; 

- la figure 6 represente Involution de l'adsorption d'OTA (diminution 
10 de la quantite d'OTA en pourcentage de la quantite initialement presente) dans un 

milieu liquide modele par des fibres Adfimax® BW en fonction des variations de pH. 
vmmx t ■ MISE EN ™ .NrE DE T,A CAPACITE D' ADSORPTION 
n'nTA PAP PES FIBERS VF.GETALF S TNSOIUBIFS ET CRIBLAGE 
PREIJMINAIRE DE DIFFF PENTES FIBRES VEGETALES 
15 De facon surprenante, les Inventeurs ont mis en evidence que 

l'incorporation de fibres vegetales dans un milieu liquide modele permet, par 
l'adsorption de l'OTA sur les fibres, de diminuer la quantit6 de toxine disponible dans 
ce milieu. Les tests in vitro reportes dans cet exemple ont ete realises afin de 
demontrer la capacit6 d'adsorption de fibres vegetales micronisees lorsqu'elles sont 
20 incorporees dans un milieu liquide contamine en OTA et afin de d6terminer quel est le 
temps de mise en contact necessaire a une adsorption optimale de l'OTA par ces fibres. 
Ensuite, un criblage de cinq fibres v6g6tales differentes a et6 realise afin de d6terminer 
quelles etaient les fibres les plus performantes vis-a-vis de l'adsorption de l'OTA. 
Chacune des fibres micronisees utilisees a ete testee par rapport aux fibres non 
25 micronisees correspondantes. 

It Protocole experimental 

Une quantite d&erminee de fibres v6getales (environ 20 g/1) est 
m61ang6e dans un tube sterile de 50 ml avec 25 ml d'une solution aqueuse renfermant 
2 % de Dextrose (vendu sous la d6nomination commerciale D(+) glucose 
30 monohydratd par la societe Merck), 5 % d'extrait de levures (vendu sous la 
denomination commerciale Extrait de levures en Poudre par la societ6 ICN 
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Biomedical) et 1 % de peptone (vendu sous la denomination Peptone par la societe 
Duchefa), prSalablement st6riliste k 121°C pendant 15 minutes. Cette solution 
aqueuse pr6sente un pH compris entre 6,0 et 6,2 et est d£nomm6e "DYP" dans ce qui 
suit (milieu module). La solution DYP est ensuite containing par une quantite 
5 variable d'une solution d'OTA dans I'Ohanol. La concentration d'OTA dans le milieu 
liquide module est de 57 ng/ml. Le contenu du tube est ensuite homog6n&s6 par 
agitation manuelle pendant 30 secondes, puis le tube est place k agiter k 90 tours par 
minute (tpm) dans une chambre thermostatte k 25°C pendant 45 minutes. Un 
traitement controle sans adsorbant (temoin), c'est-i-dire sans fibre v6g6tale, est 
1 0 effectu6 pour chaque experience, et chacune de ces experiences est r£alis£e trois fois. 

La suspension est ensuite centrifug6e k 1830 g pendant 10 minutes k 
une temperature de 25°C puis le culot est separe du surnageant. On extrait ensuite 1 ml 
de surnageant dans un tube sterile par 9 ml d'une solution de methanol : eau (50 : 50 ; 
v/v). Le tube est ensuite vortexe pendant 30 secondes, puis centrifuge pendant 10 
15 minutes & 820 g k une temperature comprise entre 5 et 10°C. Cet extrait est ensuite 
dilu6, filtr6 et analyse par chromatographic liquide haute performance (HPLC). 

Le systeme HPLC consiste en une pompe k regime isocratique 
Perkin Elmer® LC049 vendue par la societe Norwalk (USA) avec une boucle 
d'injection de 50 jxl vendue sous la denomination Rheodyne® par la societe Cotati 
20 (USA), 6quip6e d'une colonne C| 8 d'une longueur de 150 mm et d'un diametre de 4 
mm vendue sous la denomination Hypersil® BDS, d'une porosite de 3 ^im, vendue par 
la societe Tracer Analytica (Espagne), d'un detecteur k fluorescence RF 551 vendu par 
la societe Shimadzu (Japon) muni d'une lampe x6non d'une puissance de 150 W r6gl6 
a une longueur d'onde d'excitation (XewitatiorO de 332 nmeti une longueur d'onde 
25 demission (Amission) de 462 ran, d'un integrateur SP4290 vendu par la soci6te Spectra 
Physics (USA). La phase mobile est composee d'un melange acetonitrile/eau/acide 
acetique (450/540/10 ; v/v) filtr6 sur membrane de 0,25 \im et degazee k llieiium 
pendant 15 minutes. Le debit de la phase liquide est fixe k 1 ml/mn k une pression 
comprise entre 2900 et 3000 psi. 
30 La quantite d'OTA totale adsorbee est obtenue par difference entre la 

quantite initiale et finale pr6sente dans le surnageant. 



— r - • 



15 

Dans cet exemple, les fibres suivantes ont ete utilisees : Adfimax® 
95 y, Adfimax® 95 e, Adfimax® BW, Adfimax® 76 e, et Adfimax® 76 m, et ce a 

differents dosages ; 

2) Resultats 

5 Les resultats obtenus sont reportes dans les tableaux I a IV ci-apres 

ainsi que sur la figure 1 annexee. 

Les pourcentages d'OTA adsorb6es sur P Adfimax® BW en fbnction 
de la duree de la mise en contact, avec le milieu modele contenant 57 fig/1 d'OTA, a 
un pH compris entre 6,0 et 6,2 sont reportes dans le Tableau I ci-apres : 
10 TABLEAU I 





Quantity de mycotoxines adsorble (%) 


Durle de la plriode de mise en contact 
(heures) 


Quantite d'Adfimax® BW (gfl) 


3 


24 


48 


0 (Contrdle) 


0 


o ! 


0 


10 


46,7 


52,5 


49,8 


16 


59,8 


65,3 


61,6 


20 


68,9 


69,7 


71,7 


30 


68,0 


72,3 


73,6 



Ces r6sultats montrent que Vadsorption des fibres ne varie pas entre 
3 et 24 heures. Par ailleurs, la quantit6 d'OTA adsorbs augmente en fonction de la 
quantit6 de fibres pr6sentes dans le milieu. 
1 5 Les effets de durtes de mise en contact inffrieures k 24 heures sur le 

taux d'adsorption d'OTA (en %) par les fibres (20 g de fibres Adfimax® BW par litre 
de milieu liquide module h pH 5,2 contenant 35 ng d'OTA/ml) sont reports dans le 
Tableau II ci-apr&s : 



20 
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TABLEAU n 



Duree de la mise en contact (en minutes) 


% d'OTA adsorb* 


0 


0 


5 


21 


15 


20 


45 


25 


90 


29 


169 


28 


360 


30 


1440 


43 



Ces r6sultats raontrent que l'adsorption se produit trhs rapidement 
(entre 5 et 45 minutes environ) et que celle-ci se maintient au moins pendant toute la 
5 dur6e de l ! exp6rience. 

Les effets de la micronisation sur la capacity d'adsorption des fibres 
Adfimax® BW et de leur mattere premiere non-micronis6e sont reports dans le 
Tableau III ci-apr6s : 



TABLEAU m 





Quantite d'OTA adsorbee (%) 


Quantity de fibres 
(g/1) 


Matiere premiere non 
micronis£es 


Adfimax® BW 


20 


17% 


33% 


30 


22% 


37% 



Ces r6sultats montrent que la micronisation permet d'ameliorer la 
capacity d f adsorption des fibres d f un facteur proche de deux. 

La figure 1 annexSe repr6sente la capacity d'adsorption de cinq fibres 
differentes (Adfimax® 95 y : triangles pleins ; Adfimax® 95 e : carr6s pleins ; 
15 Adfimax® BW : croix ; Adfimax® 76 e : ronds pleins et Adfimax® 76 m : triangles 
vides) en milieu DYP contenant une concentration initiale de 30 ng d'OTA/ml pour un 
volume initial de 25 ml et une dur6e de mise en contact de 45 minutes. Sur cette 
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figure, le pourcentage d'OTA residuelle est exprime, pour chaque fibre, en fonction de 
la quantite de fibres en grammes par litre de milieu DYP. 

Les resultats represents sur la figure 1 montrent que m&ne a des 
concentrations aussi faibles que 5 g de fibres par litre de milieu, on observe une bonne 
5 adsorption de l'OTA, en particulier avec l'Adfimax® 95 y. 

EXEMPLE I : MISE EN E VIDENCE DE I ADSORPTION DE I/OTA PANS 
TINT A/fOTTT BRASSICOLE 

Une quantite determinee de fibres Adfimax® BW (20 g/1) est 
m61angee avec 47 ml de mout clarifie contamine par 1,5 ug d'OTA/l. Le contenu du 
10 tube est ensuite homogeneise par agitation manuelle pendant 30 secondes, puis le tube 
est place a agiter a 90 tours par minute (tpm) dans une chambre thermostatde a 25°C 
pendant 45 minutes. Un traitement contrdle sans adsorbant (temoin), c'est-a-dire sans 
fibre vegetale, est egalement realise pour chaque experience afin de verifier 
l'eventuelle disparition spontanee d'OTA. Chaque essai a ete realise en triple. 
! 5 La suspension est ensuite centrifugee a 1 830 g pendant 10 minutes a 

une temperature de 25°C puis le culot est separe du sumageant et extrait de la facon 
suivante : 20 ml de sumageant est dime avec 2,5 ml d'eau contenant 4 % en poids de 
bicarbonate de sodium et 7,5 ml de tampon phosphate (PBS). Le melange est ensuite 
centrifugd pendant 10 minutes a 820 g a une temperature comprise entre 5 et 10°C. 
20 22,5 ml du sumageant est ensuite injecte dans une colonne d'immunoaffinite vendue 
sous la denomination OchraTest® par la societe Vicam a raison de 1 a 2 ml/minute, 
ladite colonne ayant prealablement et6 conditionn6e par 20 ml d'une solution de PBS. 
La colonne est ensuite rinc6e par 10 ml d'eau puis eluee au methanol (2 ml) puis a 
l'eau (2 ml). 20 ml d'air atmosph6rique sont ensuite pass6s sur la colonne pour 
25 collecter tout l«61uat qui est ensuite filtre sur un filtre dont le diametre des pores est de 
0,45 um puis analyse par HPLC selon le protocole decrit ci-dessus a l'exemple 1 . 

Les valeurs d'adsorption sont ensuite comparees a l'isotherme 
empirique de Freundlich qui est donne par liquation CO suivante : 

Ca^W (I) 

30 dans laquelle : 



18 

- Ca est la quantity d'OTA adsorbee par unite de poids d'adsorbant 

(ngfe); 

- Q est la concentration d'OTA non adsorb6e k T6quilibre (jig/ml) ; 

- k est une constante relative k la capacite d'adsorption de 1'adsoibant 

pour l'OTA et 

- n est une constante relative k l'affinite de Padsorbant pour TOTA. 
Les courbes de regression lindaire ont 6t6 calcuiees entre les valeurs 

logarithmiques de C a et de CV et un coefficient de correlation R 2 a et6 utilise pour 
verifier la validity de la courbe. 

Afin d*6valuer la cin6tique du ph6nomene d'adsorption observe, une 
experience est menee au cours de laquelle une quantite de fibres correspondant k une 
proportion de 1 1 g/1 est mise en contact avec du motU pr6alablement contamine k des 
doses croissantes d'OTA (de 0 k 2,5 ng/ml). L'analyse de l'adsorption de l'OTA est 
effectuee comme decrit ci-dessus. 

2) Resultats 

Les resultats obtenus sont reportes dans le tableau IV ci-aprds ainsi 
que sur les figures 2 et 3 annex^es. 

La figure 2 represente Tisotherme de Freundlich du log de la 
concentration en OTA adsorbee par unite d'Adfimax® BW en fonction du log de la 
concentration en OTA residuelle dans le surnageant Ceci permet d'estimer la capacite 
d'adsorption de l'OTA et l'affinite de l'Adfimax® BW k une temperature de 25°C. 

La figure 3 represente la quantite d'OTA (ng) adsorbee par gramme 
de fibres Adfimax® BW en fonction de la concentration initiale du milieu en OTA en 
ng/ml. 
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TABLEAU IV 



Quantity de fibres (g/1) 


Quantite d'OTA aasoroee i /oj 


1 
1 


6±3 


5 


12±3 


15 


22 ±3 


20 


28 ±2 


30 


35±2 


40 


41 ±4 



Ces resultats montrent que les fibres Adfimax® BW sont capables 
d'adsorber l'OTA dans le mout brassicole. ns montrent egalement que la quantite 
5 d'OTA adsorbee augmente avec la quantitd de fibres presente dans le mout brassicole. 
Par ailleurs, le modele empirique de Freundlich repr6sent6 sur la figure 2 correspond 
aux valeurs experimentales de l'adsorption d'OTA par les fibres Adfimax® BW avec 
un coefficient de relation R 2 de 0,8786. La capacite d'adsorption des fibres, calculee 
par la constante d'adsorption de Freundlich, 6tait de 29,5 mg d'OTA/g de fibres et l a. . 
1 0 constante d'affinit6 de 2,08 ml/g de fibres. 

Enfin, les resultats representes sur la figure 3 montrent que la 
relation entre la quantite d'OTA adsorbee par gramme de fibres et la quantite d'OTA 
initialement presente dans le milieu a d6contaminer est tinSaire. 

A titre comparatif, les phyllosilicates, les terres de diatom6es, la 
15 bentonite, l'aluminosilicate HSCAS et la choleteramine, connus pour leur propriet6 
adsorbantes vis-a-vis des mycotoxines et testes dans les memes conditions ont 
respectivement donn6 les capacites d'adsorption suivantes : 0,3 a 0,44 ; 0,5 a 1,5 ; 1,5- 
9,0 ; 2,2 et 9,6 mg/g. Ces valeurs sont plus faibles que celles obtenues avec les fibres 
Adfimax ® BW. 

20 F.XFMPLE 3 : F.FFET DE LA TRMPERATtr R'E SUR L'ADSORPTION D'OTA 
DANS UN MILIEU LIOUIDE MODELE 

Selon le procedS conforme a llnvention, et tel que d6crit 
precedemment, il a 6te indique que la decontamination de la biere au moyen de fibres 
v6g6tales insolubles pent 6tre realisee sans modification du processus brassicole et en 
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particulier simultan6ment k retape de brassage, lors du melange du malt moulu et de 
l'eau. Etant donn6 que ce melange est ensuite port6 k des temperatures allant jusqu'it 
78°C, il est important de d6montrer que Tadsorption a bien lieu k de telles 
temperatures et d'6valuer le relargage des mycotoxines adsorbdes qui aurait lieu lors 
5 de la montte en temperature. 

1) Protocole experimental 

Le milieu modfcle synthetique DYP contamin6 est pr6alablement 
traite de la mfime manure que dans l'exemple 1 ci-dessus. 

Afin d'6tudier 1'effet de la temperature sur Tadsorption de I'OTA par 
10 les fibres, le milieu DYP contamin6 est porte k des temperatures de 12, 25, 63 et 72 °C 
pendant 10 k 15 minutes avant ^introduction des fibres Adfimax® BW. Une mise en 
contact de 45 minutes est ensuite realis6e k chacune de ces temperatures dans un bain- 
marie thermostat6. A chaque temperature, POTA adsorb6e sur les fibres est quantifi6e. 

Paralieiement, et afin d'etudier un eventuel relargage des 
15 mycotoxines d€jk adsorbees sur des fibres, au cours d'une montee en temperature 
ulterieure Tadsorption, des fibres vegetales insolubles sont d'abord mises en contact 
avec le milieu DYP contamine k une temperature de 13 °C. Les tubes contenant le 
melange sont ensuite portes successivement k des temperatures de 25, 63 et 72 °C, 
avec une p6riode de mise en contact de 45 minutes k chacune de ces temperatures. A 
20 chaque palier de temperature, l'OTA adsorbee sur les fibres est quantifiee. 

Pour chaque experience, la separation, l'extraction, la purification et 
Tanalyse de la quantite d f OTA sont effectu6es selon le protocole decrit ci-dessus k 
l'exemple 1. 

2) Resultats 

25 Les resultats obtenus, c'est-^-dire l'effet de la temperature sur 

Tadsorption d f OTA ou le relargage d'OTA par des fibres Adfimax® BW, sont 
representes sur la figure 4 annexee. 

Sur cette figure, les barres noires representent P adsorption d'OTA 
(en %) lors de la mise en contact directe des fibres avec le milieu contamine et ce k 

30 chacune des temperatures testees (adsorption directe) et les barres grises repr6sentent 
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Involution de V adsorption d'OTA (en %) sur les fibres prealablement mises en contact 
avec le milieu contamines au cours de la montee en temperature (relargage). 

On remarque que l'effet de la temperature est similaire dans les deux 
conditions (adsorption directe et relargage). Une hausse de temperature provoque une 
5 diminution de V adsorption de l'OTA sur les fibres (adsorption directe) ou un relargage 
des toxines deja adsorbees. Dans le cas de l'adsorption directe, une relation lineaire 
peut etre etablie entre la temperature et le pourcentage de diminution de l'OTA dans le 
milieu. 

irvirmrPT J?. IV . ETUDE nF. T/IMPACT BE "ADDITION PE FIBRES 
10 VFQETALES TNSOLUBLES SITR I & PRQCFKKTTS BRASSICOLE 

1) Protocol experimental 

100 grammes de malt sont peses dans un cylindre dont la tare est 
connue et y sont melanges avec 350 ml d'eau "osmose inverse" (OI) a 63°C. Dans 
differents cylindres sont ajoutes differentes quantites de fibres Adfimax® BW 
15 prealablement saturees en OI, afin d'y obtenir les proportions de 0,5 ; 1 ; 2 ; 5 ; 10 et , 
15 % de fibres. Le contenu des cylindres est ensuite soigneusement melange puis les^. 
cylindres sont inseres dans un bain-marie thermostate a 63°C, chacun etant surmonte, 
d'un agitateur. Le diagramme de temperature est le suivant : 30 minutes a 63°C, 20 
minutes a 72°C et 1 minute a 78°C. Les cylindres sont ensuite retires du bain-marie, 
20 rapidement seches et peses, puis leur contenu est pass6 sur un filtre en cellulose 
reposant sur un pied gradu6 de 500 ml Le volume du filtrat est not6 suivant le temps. 

Lorsque la filtration est achevee, on mesure la densite de cbaque 
moat ainsi obtenu, ce qui permet de calculer le rendement d'extrait (pourcentage des 
matieres solubles contenues dans les grains effectivement mises en solution dans le 
25 mout) ainsi que sa couleur sur l'ecbelle 61aboree a cet effet par la "European Brewing 

Convention" (EBC). 

Afin de mesurer la fermentabilite (attenuation limite), 100 ml de 
mout sont alors pr61eves et melanges sterilement dans une bouteille avec 20 ml d*une 
suspension de levures de brasserie. 
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Dans cet exemple, chaque experience est r£alis£e deux fois et des 
mesures identiques sont 6galement effectu6es sur un mout n'ayant pas £t£ mis en 
contact avec des fibres afin de servir de contrdle. 

2) R&ultats 

5 Les r£sultats obtenus sont reports dans le tableau V ci-apr&s : 

TABLEAU V 



Quantity de fibres (% 
en poids) 


Densite (g/100 g) 


Rendement 
d'extrait(%) 


Couleur 
(EBC) 


Attenuation 
limite(%) 


0 (Contrdle) 


18,9 


74,72 


12 


86,67 


0,5 


18,7 


74,92 


12 


86,63 


1 


18,2 


74,53 


12 


86,26 


2 


18,2 


74,76 


12 


85,27 


5 


17,7 


76,61 


13 


86,72 


10 


17,9 


78,57 


14 


87,93 


15 


17,1 


81,35 


14,5 


85,50 



La figure 5 annex£e repr£sente la quantit£ de filtrat r£cup£r£e en ml 
en fonction du temps en minutes pour les difffrentes doses de fibres ajout£es 
10 (Controle (0 %) : carr£s pleins ; 0,5 % : losanges vides ; 1 % : triangles pleins ; 2 % : 
losanges vides ; 5 % : ronds vides ; 10 % : ronds pleins ; 15 % carres vides). 

Ces r£sultats montrent que la filtration est aussi grandement 
avantag£e par Taddition de fibres. Par ailleurs, il est important de remarquer que 
Tint6gration du proced6 de decontamination conforme k la pr£sente Invention dans un 
15 processus brassicole n'a aucune influence negative sur son d£roulement et en 
particulier sur la fermentabilit6 (attenuation limite). 

EXEMPLE V ; ETUDE DE L'EFFET DU pH SUR L'ADSORPTION DES 
MYCOTOXINES PAR DES FIBRES DE BLE 

Le pH du milieu est susceptible d'influencer Tadsorption de l'OTA 
20 sur les fibres car il influence la repartition des charges 61ectriques sur les fibres, sur les 
toxines et dans le milieu. Au cours du processus brassicole, d*ailleurs, le pH du milieu 
liquide passe de 5,2 pour le moflt k environ 4 pour la bidre. 



10 
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Afin d'etudier l'impact du pH, une experience en milieu modele a et6 
realisee, constant en la mesure de l'adsorption avant et apres une descente puis une 
remontee du pH. 

1) Protocole ftTplrimental t 

Une quantity connue de fibres Adfimax® BW correspondant a la 
concentration de 20 g de fibres/1 est m61angee dans un tube sterile de 50 ml a 25 ml de 
milieu modele DYP tel que d£crit ci-dessus a l'exemple 1, prealablement containing a 
50 ng d'OTA/ml au moyen d'une solution d'OTA dans de l'ethanol. Le pH du milieu 
est mesur6 a 6. 

Le contenu du tube est alors incube, separe, extrait, purifi6 et analyst 

comme decrit ci-dessus a l'exemple 1. 

Parallelement, le pH de ce meme DYP est, dans deux autres tubes 
deja gamis de fibres, abaissd jusqu'a une valeur de 2,2 par ajout d'acide lactique 
solide. Le contenu d'un des deux tubes est alors incub6, separ6, extrait, purifiS et 
1 5 analyse comme decrit ci-dessus a l'exemple 1 . 

Le pH du milieu dans le deuxieme tube est alors remont6 a 4,8 par 
ajout de granules d'hydroxyde de sodium. Le contenu du tube est alors incube, s6pare\ .* 
extrait, purifte et analys6 comme dans l'exemple 1 . 

Chaque experience est effectuee trois fois. 
20 R6sultats ; 

Les resultats obtenus sont reportes sur la figure 6 annexee qui 
represente revolution de l'adsorption de 1'OTA (diminution de la quantite d'OTA 
dans le milieu DYP en % de la quantit6 initialement pr&ente) sur les fibres apres la 
descente et apres la remont6e du pH dans le milieu DYP. Sur cette figure, la barre 
25 noire correspond aux mesures effectuees a pH 6, la barre hachuree aux mesures 
effectuees a pH 2,2 et la barre blanche aux mesures effectuees apres remontee du pH 
de 2,2 a 4,8. 

II est manifeste que plus le pH est bas, plus l'adsorption de l'OTA par les 
fibres est forte, atteignant meme pour un pH de 2,2 un pourcentage d'adsorption de 
30 82,4 %. Le relargage de la toxine lors de la remont6e du pH ne semble pas 6tre aussi 
fort que l'augmentation de l'adsorption lors de l'abaissement du pH. 
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La diminution du pH permet done, pour une m&ne quantity de fibres, 
d'augmenter de fa9on considerable la quantity d'OTA adsorbte par ces fibres. 
EXEMPLE VI : MISE EN EVIDENCE DE L' ADSORPTION DE L'OTA SUR 
PES FIBRES VEGETALES DANS DU JUS DE RAISIN, 
5 1) Protocole experimental : 

Une quantit6 pes6e de fibres Adfimax® BW est m61ang6e k 25 ml de 
jus de raisin achet6 dans le commerce et pr6alablement contamin6 k raison de 400 ng 
d'OTA/l de jus de raisin, au moyen de mofit naturellement containing par de TOTA. Le 
poids de fibres est calcul6 afin de correspondre aux concentrations de 20 et 50 g de 
1 0 fibres/1 de jus de raisin. 

Les tubes sont ensuite m61ang6s, purifies, extraits et analys6s par 
HPLC comme d6crit ci-dessus k Pexemple 1 . 

Un traitement contrdle (sans fibre) est men6 paraltelement et chacun 
des traitements est effectu6e trois fois. 
15 2) R&ultats 

Les r6sultats concernant la diminution de la quantity d'OTA 
contenue dans le jus de raisin suivant la dose de fibres ajoutde sont reports dans le 
tableau VI ci-apr&s : 



TABLEAU VI 



Dose de fibre (g/1) 


Pourcentage d'adsorption 


20 


74 ±1,8% 


50 


84,8 + 2,4% 



20 

Ces r6sultats montrent que la mise en contact de jus de raisin avec 
ces fibres conduit k une bonne diminution de la concentration en OTA. Le pourcentage 
d'adsorption est tres 61ev6, cela pouvant Stre attribu6 en partie k l'acidit6 du jus de 
raisin. 
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EXEMPLE VII : MISE EN EVIDENCE DE L' ADSORPTION PES 
AFLATOXINES TOTALES ffil + B2 + Gl + G2) PAR PES FIBRES 
VEGETALES INSOLUBLES 

Une quantity determinee de fibres v6g6tales (Adfimax® BW : 20 g/1) 
5 est introduite dans un tube sterile de 50 ml et m61ang6e avec une solution de DYP (25 
ml) telle que d6crite ci-dessus k l'exemple 1, pr6alablement contaminte par les 
aflatoxines totales (720 ng/1). Aprfcs homog6n6isation manuelle pendant 30 secondes, 
le tube est place k agiter k 90 tours par minutes dans une chambre thermostat6e k 25°C 
pendant 45 minutes. Un traitement contr61e sans adsorbant a servi de t6moin. 
10 A 1'echeance, la suspension est ensuite centrifug6e k 1830g pendant 

10 minutes k 25°C, puis le culot est s6par6 du sumagent. L'essai est realise trois fois. 

Les aflatoxines totales (initiales et r6siduelles) sont analyses par 
une m6thode immunochimique ELISA de competition directe k Taide du test 
sp6cifique quantitatif k haute sensibility vendu sous la denomination commerciale 
15 Veratox® HS par la societe Neogen Corporation (USA). Le protocole pr<§conisd par le 
fournisseur de ce test a &6 utilise, 

Ce test immunochimique (ELISA) a 6t6 realise de mantere suivante : .... 

- d6pdt de 100 \il de conjugue dans chaque micropuits non tapisse 

d'anticorps ; 

20 - ajout de 100 jul de standard ou de 100 \xl d'echantillon et melange ; 

• pr616vement de tout le melange et son d6p6t dans un micropuits 
tapisse d'anticorps ; 

- incubation pendant 10 minutes a temperature ambiante ; 

- lavage cinq fois avec de Teau d£sionis£e ; 
25 - d6pdt de 100 |il de substrat ; 

- incubation pendant 10 minutes k la temperature ambiante ; 

- ajout de 100 jLtl de solution "Red Stop" fournie avec le test pour 
arreter la reaction substrat-enzyme. 

En parallele, on realise une courbe d'etalonnage avec un standard (0 
30 k 1 ,6 ng d'aflatoxines /ml) . 
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La density optique des colorations est ensuite lue k une longueur 
d'onde de 620 nm k Paide d'un lecteur de microplaque vendu sous la denomination 
commerciale Labsystem Multiscan MCC/340-RS232C (Labsystems, Finlande). 

La limite de detection et la limite de quantification de cette m6thode 
5 analytique sont respectivement estimdes k 3 et 10 ppt alors que le pourcentage de 
r6cup6ration est de 100 % 

Le r&ultat de cet essai r£vdle une diminution des aflatoxines totales 
due k leur adsorption sur PAdfimax BW (2 %) de Pordre de 33,3 ± 5,8 % (n = 3) pour 
une contamination initiale de 720 ng/1 contenue dans le milieu synth&ique (DYP) k 
10 pH=6,0. 
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REVENDICATIONS 



1. Procede biologique de decontamination des mycotoxines dans un 
milieu alimentaire liquide, caracterise par le fait qu'il comprend au moins les etapes 

5 suivantes : 

. l'adsorption d'au moins une partie des mycotoxines susceptibles 
d'etre presentes dans le milieu alimentaire liquide a decontaminer par mise en contact 
dudit milieu avec des fibres vegetales insolubles, et 

- l'elimination desdites fibres sur lesquelles les mycotoxines sont 

10 adsorbees. 

2. Procede selon la revendication 1, caracterise par le fait que les 
fibres vegdtales insolubles sont des fibres issues : 

- de vegetaux alimentaires choisis parmi les cereales, les 
legumineuses, les plantes potageres, et les fruits y compris tropicaux ; 

j 5 . de vegetaux issus de Tindustrie du papier choisis parmi les arbres, 

la canne a sucre, le bambou et la paille de cereales. 

3. Procede selon la revendication 2, caracterise par le fait que les 
fibres issues de vegetaux alimentaires sont des fibres issues de cereales et sont 
choisies parmi les fibres de ble, d'orge, d'avoine, de maTs, de millet, de riz, de seigle, 

20 de sorgho, et leurs equivalents mattes. 

4. Procede selon la revendication 2, caracterise par le fait que les 
fibres vegetales insolubles sont choisies parmi les fibres issues des pommes, des 
poires, des grains de raisins, des graines de lupin et de soja, des tomates, des pois et du 
cafe. 

25 5. Proc6de selon l'une quelconque des revendications precedentes, 

caracterise par le fait que les fibres sont choisies parmi les fibres micronisees. 

6. Procede selon la revendication 5, caracterisee par le fait que les 
fibres se presentent sous la forme de microparticules dont 90 % en poids presentent 
une taille inferieure k 100 urn. 



28 

7. Proc6d6 selon Tune quelconque des revendications pr6c6dentes, 
caract6ris6 par le fait qu'il comprend en outre une 6tape pr&iminaire au cours de 
laquelle les fibres sont hydrat6es. 

8. Proc6d6 selon Tune quelconque des revendications pr6c£dentes, 
caract6ris6 par le fait que la quantity de fibres v£g£tales introduite dans le milieu 
liquide k d£contaminer est comprise entre 0,5 et 20 % en poids par litre de milieu. 

9. Proc&te selon Tune quelconque des revendications pr6c6dentes, 
caract6ris6 par le fait que la mise en contact du milieu alimentaire avec les fibres 
v6g6tales est r6alis6e pendant une dur£e comprise entre quelques secondes et 90 
minutes. 

10. Proc6d6 selon Tune quelconque des revendications pr6c6dentes, 
caract6ris6 par le fait que la mise en contact du milieu alimentaire avec les fibres 
v6g6tales est r6alis6e k un pH compris entre 1,5 et 7. 

1 1 . Proc6d6 selon 1'une quelconque des revendications pr6c6dentes, 
caract6ris6 par le fait que le milieu est maintenu k une tempdrature comprise entre 7 et 
80°C pendant toute la durde de la mise en contact. 

12. Proc6d6 selon Tune quelconque des revendications pr6c6dentes, 
caract6ris6 par le fait que le milieu est choisi parmi la btere, les melanges de malt et 
d'eau et la maische des processus brassicoles, le vin, le cafS, les jus de fruits et le lait 

13. Proc6d6 selon Tune quelconque des revendications pr6c6dentes, 
caract6ris6 par le fait que l f 61imination des fibres k la fin de la p&iode de mise en 
contact est realisee par filtration. 

14. Utilisation du proc&te tel que d6fini k Tune quelconque des 
revendications 1 k 13, pour la d6toxication de la biere au cours d'un processus 
brassicole, ledit proc6d6 brassicole faisant intervenir au moins une operation de 
filtration. 

15. Proc6d6 brassicole comprenant au moins une 6tape de brassage 
et au moins une etape de fermentation d'un moiit, caract6ris6 par le fait qu'il comporte 
en outre au moins une etape de d6contamination en mycotoxines selon le proced6 tel 
que d6fini k Tune quelconque des revendications 1 k 13, ladite 6tape de 
d6contamination ayant lieu simultan6ment k l'etape de brassage et/ou aprSs T6tape de 
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fermentation du moflt 

16. Procdd£ selon la revendication 15, caract6ris6 par le fait que 
l'&ape de decontamination est r6alis6e simultan6ment k l'&ape de brassage, par mise 
en contact d'un melange de malt moulu et d'eau avec des fibres v6g6tales insolubles, 

5 reiimination desdites fibres sur iesquelles les mycotoxines sont alors adsorb£es 6tant 
r6alis6e par l'&ape de filtration de la maische k la fin du brassage. 

17. Proc6d6 selon la revendication 16, caract£ris6 par le fait que les 
fibres v£g£tales sont introduces k raison de 1 k 20 % en poids par rapport au poids de 
malt. 

10 18. Proc6d6 selon la revendication IS, caract6ris6 par le fait que 

T&ape de mise en contact du milieu liquide k d6contaminer est r£alis6e aprfcs V&ape de 
fermentation d'un moflt par mise en contact du moflt ferments avec des fibres 
v6g6tales insolubles, l^limination desdites fibres sur Iesquelles les mycotoxines sont 
alors adsorb£es 6tant r6alis6e par l'&ape de filtration du moflt ferments 

15 19. Proc6d6 selon la revendication 18, caract&is6 par le fait que lesL 

fibres v£g£tales sont introduces dans le moflt ferment^ k raison de 0,5 k 10 % en poid$; 
par rapport au poids total du moflt. 

20. Produits alimentaires au moins partiellement d6contamin6s en 
mycotoxines, caract6ris6s par le fait qu'ils sont susceptibles d f 6tre obtenus par la mise 

20 en oeuvre du proc6d6 de decontamination tel que d£fini k Tune quelconque des 
revendications 1413. 

21. Bi&re au moins partiellement d£contamin£e en mycotoxines, 
caracteris£e par le fait qu'elle est susceptible d'etre obtenue par la mise en ceuvre du 
proc6de brassicole tel que d£fini a Tune quelconque des revendications 15 k 19. 
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